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群と比し PAN 投与 SDR 群では、近位尿細管細胞における medium-chain acyl-CoA 
dehydrogenase（MCAD）と cytochrome P450 4A（CYP4A）の蛋白発現が低下していた。
また、peroxisome proliferators-activated receptor γ coactivator-1α（PGC-1α）の蛋白発現
は低下していたが、peroxisome proliferator-activated receptor α（PPARα）の蛋白発現に
変化は認めなかった。NAR では、PAN 投与は蛋白尿を引き起こしたが、アルブミン
尿や尿中 NAG、尿中 8OHdG の増加、および腎皮質への脂質集積は認めなかった。対
照 NAR 群と比し PAN 投与 NAR 群では、近位尿細管細胞における CYP4A の蛋白発
























は、ミトコンドリア内に拡散するが、長鎖脂肪酸は carnitine palmitoyltransferase I
（CPT-I）の作用によりミトコンドリア内に輸送される。Acyl-CoA dehydrogenases は
ミトコンドリア内の脂肪酸β酸化の第一段階を触媒する酵素であり、very long-chain 
acyl-CoA dehydrogenase（VLCAD）、 long-chain acyl-CoA dehydrogenase（LCAD）、




（ACOX）でも触媒される。ACOX は超長鎖脂肪酸（炭素数 20 以上）を酸化し、ミ
トコンドリア内で処理可能な炭素数の脂肪酸に分解する。さらに、cytochrome P450 4A
（CYP4A）はマイクロソームの酵素であり、中鎖および長鎖脂肪酸のω酸化に関わる。 
細胞内脂肪合成は、主に Sterol regulatory element-binding proteins（SREBPs）により
調整されており、SREBP-1 が脂肪酸合成酵素を、SREBP-2 がコレステロール合成酵素
誘導する 10）。Peroxisome proliferator-activated receptor α（PPARα）は、脂肪酸代謝およ
び近位尿細管細胞の機能調整に重要な役割を果たしている 11-13）。PPARα に加えて、




ットでは、腎皮質における FAS と ACC 発現の増加と FABP、CPT-I、ACOX、SREBPs、
および PPARα 発現が低下していた 17、18）。また、シスプラチン腎症マウスや虚血再還





























動物実験施設で飼育した。ラットは、温度 22℃、湿度 55％と明暗時間（12 時間サイ
クル）を一定にした環境で、餌と水道水を自由に摂取させた。 
ラットを無作為に以下の 4 群：１）対照 SDR 群（Control SDR 群、n=21）、２）PAN
投与 SDR 群（SDR-PAN 群、n=21）、３）対照 NAR 群（Control NAR 群、n=6）、４）
PAN 投与 NAR 群（NAR-PAN 群、n=6）に分けた。各対照群には生理食塩水を、各 PAN
群には PAN（Sigma-Aldrich、MO、USA：100 mg/kg23））を１回静注した。プロトコー
ル 3 日目、7 日目、10 日目、14 日目、21 日目、28 日目、35 日目に代謝ケージ（東洋














腎皮質 100mg を用い、Folch 法 25）により腎皮質内の脂質を抽出し、その含有量を測
定した。腎皮質を、6.0 ml のクロロホルム‐メタノール（2:1 v/v）混合液中に浸しホ
モジナイズした後、1 時間撹拌し 1.5 ml の蒸留水を加え 2000g で 10 分間遠心し、そ




腎皮質を、30％グリセロール、1mmol/L dithiothreitol、0.1mmol/L phenylmethylsulfonyl 
fluoride を含む 100mmol/L リン酸カリウム緩衝液（pH 7.25）中に浸しホモジナイズし






ACOX、PPARα、PGC-1α、CYP4A と内部標準である β-actin の蛋白発現をイムノブロ
ット法により検討した。各脂肪酸代謝関連酵素の略語一覧表を表 1 に示した。 






CA、USA）、CYP4A（日本農産工業）、および β-actin（Santa Cruz Biotechnology）と各
一次抗体に対する二次抗体をインキュベートした。イムノブロットを Super Signal
（Thermo Fisher Scientific、MA、USA）により発光させ、CCD カメラを用い記録した。





厚の凍結切片を蒸留水と 60%イソプロパノールで洗浄し、oil red O 溶液 （武藤化学）
を用い染色した。再び 60%イソプロパノールと蒸留水で洗浄後、核染を行った。 
７．免疫組織染色 
ホルマリン固定を行ったサンプルを用い、MCAD、CYP4A と PGC-1α の蛋白発現を
免疫染色法により検討した。摘出した腎臓を 10％中性緩衝ホルマリン液で固定後、パ
ラフィン包埋を作成し、3 μm の切片を作成した。切片の脱パラフィンを行い、内因
性ペルオキシダーゼ活性を 0.3% H2O2 エタノールでブロッキングし、染色には一次抗












は、PAN 投与後 7 日目から増加し、１４日目に極量を認め２８日後には正常化した。
したがって、本研究では PAN投与１４日目のラットを使用して以下の検討を行った。 
















SDR において PAN 投与により、近位尿細管細胞の障害マーカーである尿中 NAG26）
は有意に増加した（図４A）。また、酸化ストレスマーカーの尿中 8OHdG27）も有意に





尿細管細胞への脂質集積を確認するために oil red O 染色を行ったところ、PAN-SDR
群（図６ｂ）において近位尿細管細胞に著明な脂質集積を、PAN-NAR 群（図６ｄ）
において軽度の脂質集積を認めた。PAN-SDR 群は、微小変化型ネフローゼモデルで
もあることより，図には示さないが PAN-SDR 群および PAN-NAR 群共に光学顕微鏡
上の腎病理組織に於いて、明らかな異常所見は認めなかった。 
 





である FAS と ACC の蛋白発現には、有意な変化は認めなった（図７A、B）。また、
脂肪酸輸送体である Liver-type FABP（L-FABP）と CPT-I 蛋白の発現に有意な差は認
めなかった（図７C、D）。脂肪酸酸化酵素の検討では、MCAD と CYP4A の蛋白発現
に低下を認め、それぞれ対照群と比して 35％と 49％に減尐していた（図８C、F）。そ








いて MCAD、CYP4A、および PGC-1α 発現の低下を認めた（図１０b、d、f）。 
 
４． NAR 腎皮質内の脂肪酸代謝酵素の蛋白発現 
PAN 投与による、NAR 腎皮質内の脂肪酸代謝酵素の蛋白発現をイムノブロット法




















引き起こすことが報告されている。5/6 腎臓摘出モデルにおいて、FAS と ACC の蛋白
発現が減尐し、L-FABP と CPT-I の蛋白発現が増加していた 17、18）。また慢性ネフロー
ゼモデルにおいては、腎内の中性脂肪含有量と SREBP-1 の発現に変化はなく、腎内




















-ATPase を抑制している可能性が示唆されている 30）。さらに CPT 阻害剤は、ミトコ
ンドリアβ酸化を不活性化することにより、低酸素状態の近位尿細管細胞に対して保
護的に作用することが報告されている 22、31）。したがって、ネフローゼ状態による低






本研究では、脂肪酸酸化酵素 VLCAD と LCAD の蛋白発現に変化はなく、MCAD
にのみ蛋白発現の低下を認めた。Kamijo らは 32）、アルブミン過剰投与ネフローゼマ




と LCAD は PPARα ノックアウトマウスにおける脂肪酸β酸化の律速酵素となってい
ることが示唆される。実際、アルブミン過剰投与ネフローゼマウスにおいて、PPARα















20-hydroxyeicosatetraenoic acid（20-HETE）への代謝を触媒する 34）。20-HETE は腎微小
血管を収縮させ、近位尿細管とヘンレの太い上行脚においてナトリウムの再吸収を阻
害している。さらに、20-HETE は腎機能の調整や細胞内形質導入シグナルを介して細










clofibrate は、ラット腎内の MCAD と CYP4A の発現を誘導する 37、38）。5/6 腎臓摘出ラ
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ット 17、18）およびシスプラチン腎症マウス 21）において、腎における PPARα の発現は
低下した。その一方で、PPARα のリガンドと PPARα の遺伝子導入は、シスプラチン
腎症マウスと虚血再還流ラットの急性尿細管壊死を抑制した 20-22）。さらに、PPARα
ノックアウトマウスにおいて、アルブミン過剰投与による急性脂肪毒性が増悪してい
た 32）。しかし、本研究では PAN ネフローゼラットの腎においては PPARα の発現の変
化は認めなかった。 
PPARα と同様に、PGC-1α は脂肪酸代謝の調節因子として近年注目を集めている。
PGC-1α は PPARα の活性化補助因子であり、脂肪酸酸化とミトコンドリアβ酸化酵素
の MCAD、LCAD、および CPT-I 発現の調節に関わっている 39）。また、PGC-1α はミ




に、腎臓での PGC-1α の発現を検討したものは 2 つの報告しかない。Portilla らは、シ
スプラチン腎症マウスにおいて、PGC-1α の発現が近位尿細管細胞で低下しているこ
とを報告している 19）。Kim らは、リポ多糖投与によりマウスの肝臓、心臓、および腎











えられる。本研究で使用した実験動物に関して、Control NAR 群において Control SDR
群と比し尿中 NAG が高値を示した。これは、低アルブミン血症による脂質異常症が
原因であると推察している。しかし、SDR と NAR における尿中 NAG を比較検討し
た報告はなく、今後検討する必要がある。 
蛋白尿は、尿細管間質障害と ESRD の進展において重要な役割をはたしている 1、2）。
PPARα は、虚血再還流 32）や薬剤障害 19-22）において惹起される脂肪毒性に対する治療






























1． Remuzzi G, Bertani T: Pathophysiology of progressive nephropathies. N Engl J Med, 
339: 1448-56, 1998. 
2． Praga M, Morales E: Renal damage associated with proteinuria. Kidney Int Suppl: 
S42-6, 2002. 
3． Hamilton JA, Era S, Bhamidipati SP, Reed RG: Locations of the three primary binding 
sites for long-chain fatty acids on bovine serum albumin. Proc Natl Acad Sci U S A, 
88: 2051-4, 1991. 
4. Saku K, Sata T, Naito S, Fukushima K, Takebayashi S, Arakawa K: Apolipoproteins in 
human biopsied nephrotic kidneys. Int Urol Nephrol, 20: 429-38, 1988. 
5. Kim HJ, Vaziri ND: Sterol regulatory element-binding proteins, liver X receptor, 
ABCA1 transporter, CD36, scavenger receptors A1 and B1 in nephrotic kidney. Am J 
Nephrol, 29: 607-14, 2009. 
6. Kamijo A, Kimura K, Sugaya T, Yamanouchi M, Hase H, Kaneko T, Hirata Y, Goto A, 
Fujita T, Omata M: Urinary free fatty acids bound to albumin aggravate 
tubulointerstitialdamage. Kidney Int, 62: 1628-37, 2002. 
7. Thomas ME, Harris KP, Walls J, Furness PN, Brunskill NJ: Fatty acids exacerbate 
tubulointerstitial injury in protein-overload proteinuria. Am J Physiol Renal Physiol, 
283: F640-7, 2002. 
22 
 
8. Lee Y, Hirose H, Ohneda M, Johnson JH, McGarry JD, Unger RH: β-cell lipotoxicity 
in the pathogenesis of non-insulin-dependent diabetes mellitus of obese rats: 
impairment in adipocyte-β-cell relationships. Proc Natl Acad Sci U S A, 91: 10878-82, 
1994 
9. Zhou YT, Grayburn P, Karim A, Shimabukuro M, Higa M, Baetens D, Orci L, Unger 
RH: Lipotoxic heart disease in obese rats: implications for human obesity. Proc Natl 
Acad Sci U S A, 97: 1784-9, 2000. 
10. Brown MS, Goldstein JL: The SREBP pathway: regulation of cholesterol metabolism 
by proteolysis of a membrane-bound transcription factor. Cell, 89: 331-40, 1997. 
11. Aoyama T, Peters JM, Iritani N, Nakajima T, Furihata K, Hashimoto T, Gonzalez FJ: 
Altered constitutive expression of fatty acid-metabolizing enzymes in mice lacking the 
peroxisome proliferator-activated receptor α (PPARα). J Biol Chem, 273: 5678-84, 
1998. 
12. Watanabe K, Fujii H, Takahashi T, Kodama M, Aizawa Y, Ohta Y, Ono T, Hasegawa G, 
Naito M, Nakajima T, Kamijo Y, Gonzalez FJ, Aoyama T: Constitutive regulation of 
cardiac fatty acid metabolism through peroxisome proliferator-activated receptor α 
associated with age-dependent cardiac toxicity. J Biol Chem, 275: 22293-9, 2000. 
13. Kamijo Y, Hora K, Tanaka N, Usuda N, Kiyosawa K, Nakajima T, Gonzalez FJ, 
Aoyama T: Identification of functions of peroxisome proliferator-activated receptor α 
23 
 
in proximal tubules. J Am Soc Nephrol, 13: 1691-702, 2002. 
14. Huss JM, Kopp RP, Kelly DP: Peroxisome proliferator-activated receptor 
coactivator-1α (PGC-1α) coactivates the cardiac-enriched nuclear receptors 
estrogen-related receptor-α and -γ. Identification of novel leucine-rich interaction 
motif within PGC-1α. J Biol Chem, 277: 40265-74, 2002. 
15. Scarpulla RC: Nuclear activators and coactivators in mammalian mitochondrial 
biogenesis. Biochim Biophys Acta, 1576: 1-14, 2002. 
16. St-Pierre J, Lin J, Krauss S, Tarr PT, Yang R, Newgard CB, Spiegelman BM: 
Bioenergetic analysis of peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivators 1α 
and 1β (PGC-1α and PGC-1β) in muscle cells. J Biol Chem, 278: 26597-603, 2003. 
17. Kim HJ, Moradi H, Yuan J, Norris K, Vaziri ND: Renal mass reduction results in 
accumulation of lipids and dysregulation of lipid regulatory proteins in the remnant 
kidney. Am J Physiol Renal Physiol, 296: F1297-306, 2009. 
18. Cho KH, Kim HJ, Kamanna VS, Vaziri ND: Niacin improves renal lipid metabolism 
and slows progression in chronic kidney disease. Biochim Biophys Acta, 1800: 6-15, 
2010. 
19. Portilla D, Dai G, McClure T, Bates L, Kurten R, Megyesi J, Price P, Li S: Alterations 
of PPARα and its coactivator PGC-1 in cisplatin-induced acute renal failure. Kidney 
Int, 62: 1208-18, 2002. 
24 
 
20. Li S, Wu P, Yarlagadda P, Vadjunee NM, Proia AD, Harris RA, Portilla D. PPARα 
ligand protects during cisplatin-induced acute renal failure by preventing inhibition of 
renal FAO and PDC activity. Am J Physiol Renal Physiol, 286: F572-F580, 2004. 
21. Li S, Nagothu KK, Desai V, Lee T, Branham W, Moland C, Megyesi JK, Crew MD, 
Portilla D: Transgenic expression of proximal tubule peroxisome proliferator-activated 
receptor-α in mice confers protection during acute kidney injury. Kidney Int, 76: 
1049-62, 2009. 
22. Portilla D, Dai G, Peters JM, Gonzalez FJ, Crew MD, Proia AD: Etomoxir-induced 
PPARα-modulated enzymes protect during acute renal failure. Am J Physiol Renal 
Physiol, 278: F667-75, 2000. 
23. Shibouta Y, Terashita Z, Imura Y, Shino A, Kawamura M, Ohtsuki K, Ohkawa S, 
Nishikawa K, Fujiwara Y: Involvement of thromboxane A2, leukotrienes and free 
radicals in puromycin nephrosis in rats. Kidney Int, 39: 920-9, 1991. 
24. Nagase S, Shimamune K, Shumiya S: Albumin-deficient rat mutant. Science, 205: 
590-1, 1979. 
25.  Folch J, Lees M, Sloane Stanley GH: A simple method for the isolation and 
purification of total lipides from animal tissues. J Biol Chem, 226: 497-509, 1957. 
26. Westhuyzen J, Endre ZH, Reece G, Reith DM, Saltissi D, Morgan TJ: Measurement of 
tubular enzymuria facilitates early detection of acute renal impairment in the intensive 
25 
 
care unit. Nephrol Dial Transplant, 18: 543-51, 2003. 
27. Nishikawa T, Sasahara T, Kiritoshi S, Sonoda K, Senokuchi T, Matsuo T, Kukidome D, 
Wake N, Matsumura T, Miyamura N, Sakakida M, Kishikawa H, Araki E: Evaluation 
of urinary 8-hydroxydeoxy-guanosine as a novel biomarker of macrovascular 
complications in type 2 diabetes. Diabetes Care, 26: 1507-12, 2003. 
28. Tolwani RJ, Hamm DA, Tian L, Sharer JD, Vockley J, Rinaldo P, Matern D, Schoeb 
TR, Wood PA. Medium-chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency in gene-targeted 
mice. PLoS Genet, 1: e23, 2005. 
29. Tanaka T, Miyata T, Inagi R, Fujita T, Nangaku M: Hypoxia in renal disease with 
proteinuria and/or glomerular hypertension. Am J Pathol, 165: 1979-92, 2004. 
30. Schonefeld M, Noble S, Bertorello AM, Mandel LJ, Creer MH, Portilla D: 




-ATPase. Kidney Int, 49: 1289-96, 
1996. 
31. Portilla D: Carnitine palmitoyl-transferase enzyme inhibition protects proximal 
tubules during hypoxia. Kidney Int, 52: 429-37, 1997. 
32. Kamijo Y, Hora K, Kono K, Takahashi K, Higuchi M, Ehara T, Kiyosawa K, 
Shigematsu H, Gonzalez FJ, Aoyama T: PPARα protects proximal tubular cells from 
acute fatty acid toxicity. J Am Soc Nephrol, 18: 3089-100, 2007. 
33. Ito O, Alonso-Galicia M, Hopp KA, Roman RJ: Localization of cytochrome P-450 4A 
26 
 
isoforms along the rat nephron. Am J Physiol, 274: F395-F404, 1998. 
34. Roman RJ: P-450 metabolites of arachidonic acid in the Control of cardiovascular 
function. Physiol Rev, 82: 131-85, 2002. 
35. Miyata N, Roman RJ: Role of 20-hydroxyeicosatetraenoic acid (20-HETE) in vascular 
system. J Smooth Muscle Res, 41: 175-93, 2005. 
36. Regner KR, Zuk A, Van Why SK, Shames BD, Ryan RP, Falck JR, Manthati VL, 
McMullen ME, Ledbetter SR, Roman RJ: Protective effect of 20-HETE analogues in 
experimental renal ischemia reperfusion injury. Kidney Int, 75:511-7, 2009. 
37. Ouali F, Djouadi F, Merlet-Benichou C, Bastin J: Dietary lipids regulate 
beta-oxidation enzyme gene expression in the developing rat kidney. Am J Physiol, 
275: F777-84, 1998. 
38. Ishizuka T, Ito O, Tan L, Ogawa S, Kohzuki M, Omata K, Takeuchi K, Ito S: 
Regulation of cytochrome P-450 4A activity by peroxisome proliferator-activated 
receptors in the rat kidney. Hypertens Res, 26: 929-36, 2003. 
39. Vega RB, Huss JM, Kelly DP: The coactivator PGC-1 cooperates with peroxisome 
proliferator-activated receptor α in transcriptional Control of nuclear genes encoding 
mitochondrial fatty acid oxidation enzymes. Mol Cell Biol, 20: 1868-76, 2000. 
40. Lehman JJ, Barger PM, Kovacs A, Saffitz JE, Medeiros DM, Kelly DP: Peroxisome 
proliferator-activated receptor γ coactivator-1 promotes cardiac mitochondrial 
27 
 
biogenesis. J Clin Invest, 106: 847-56, 2000. 
41. Schreiber SN, Knutti D, Brogli K, Uhlmann T, Kralli A: The transcriptional 
coactivator PGC-1 regulates the expression and activity of the orphan nuclear receptor 
estrogen-related receptor α (ERRα). J Biol Chem, 278: 9013-8, 2003. 
42. Kim MS, Shigenaga JK, Moser AH, Feingold KR, Grunfeld C: Suppression of 
estrogen-related receptor α and medium-chain acyl-coenzyme A dehydrogenase in the 
acute-phase response. J Lipid Res, 46: 2282-8, 2005. 
43. Valle I, Alvarez-Barrientos A, Arza E, Lamas S, Monsalve M: PGC-1α regulates the 
mitochondrial antioxidant defense system in vascular endothelial cells. Cardiovasc Res, 











酸化は、脂肪酸の炭素数により very long-chain acyl-CoA dehydrogenase（VLCAD）、
long-chain acyl-CoA dehydrogenase（LCAD）、medium-chain acyl-CoA dehydrogenase
（MCAD）、short-chain acyl-CoA dehydrogenase（SCAD）に触媒される。ペルオキシソ




図３．Sprague-Dawley ラット（SDR）と Nagase analbuminemic ラット（NAR）に対す
る、ピューロマイシンアミノヌクレオシド（puromycin aminonucleoside：PAN）の尿蛋
白および尿中アルブミンへの影響。グラフ A は、SDR 対照群（Control SDR 群：○）
と PAN 投与 SDR 群（PAN-SDR 群：●）の尿蛋白の経時的変化を示している。結果は
29 
 
平均±標準偏差で示す（各群 n=6）。* p<0.01 vs. 各対照群。グラフ B、C は、プロト
コール 14 日目の尿蛋白（B）と尿中アルブミン（C）を示している（Control SDR 群；
□、PAN-SDR 群；■）。結果は平均±標準偏差で示す（各群 n=6）。* p<0。01 vs。 各
Control 群。NS；各 Control 群と比して有意差なし。 
 
図４．SDR と NAR に対する、PAN の尿細管間質への影響。グラフ A、B は、尿中
N-acetyl-β-D-glucosaminidase （NAG）（A）と尿中 8-hydroxydeoxyguanosine （8-OHdG）
（B）を示している（Control SDR 群；□、PAN-SDR 群；■）。結果は平均±標準偏差
で示す（各群 n=6）。* p<0.05、** p<0.01 vs. 各 Control 群。NS；各 Control 群と比して
有意差なし。 
 
図５．SDR と NAR に対する、PAN の腎皮質内脂肪含有量への影響。グラフ A、B は、
腎皮質内の中性脂肪含有量（A）とコレステロール含有量（B）を示している（Control 
SDR 群、Control NAR 群；□、PAN-SDR 群、PAN-NAR 群；■）。結果は平均±標準
偏差で示す（各群 n=6）。* p<0.05 vs. 各 Control 群。NS；各 Control 群と比して有意差
なし。 
 
図６．各群の腎皮質 oil red O 染色の典型的な顕微鏡写真（×400）を示している（a；






図７．PAN の SDR 腎皮質内の脂肪酸合成酵素蛋白と脂肪酸輸送に関わる酵素蛋白に
対する影響。各グラフとイムノブロット写真は、それぞれ FAS （A）、ACC （B）、
L-FABP （C）、および CPT-I （D）のものを示している。（Control SDR 群；□、PAN-SDR
群；■）。各バンド濃度は、β-actin バンド濃度で補正後、各対照群を１として示した。
結果は平均±標準偏差で示す（各群 n=6）。NS；各 Control 群と比して有意差なし。 
 
図８．PAN の SDR 腎皮質内の脂肪酸酸化酵素蛋白に対する影響。各グラフとイムノ
ブロット写真は、それぞれ VLCAD （A）、LCAD （B）、MCAD （C）、SCAD （D）、
ACOX （E）および CYP4A （F）のものを示している。（Control SDR 群；□、PAN-SDR
群；■）。結果は平均±標準偏差で示す（各群 n=6）。* p<0.01 vs. 各 Control 群。NS；
各 Control 群と比して有意差なし。 
 
図９．PAN の SDR 腎皮質内の脂肪酸酸化調節因子蛋白に対する影響。各グラフとイ
ムノブロット写真は、それぞれ PPARα （A）、および PGC-1α （B）のものを示して
いる。（Control SDR 群；□、PAN-SDR 群；■）。結果は平均±標準偏差で示す（各群










図１１．PAN の NAR 腎皮質内の MCAD、CYP4A、および PGC-1α の蛋白発現に対す
る影響。各グラフとイムノブロット写真は、それぞれ MCAD （A）、CYP4A（B）、
および PGC-1α （C）のものを示している。（Control NAR 群；□、PAN-NAR 群；■）。
結果は平均±標準偏差で示す（各群 n=6）。* p<0.05 vs. 各 Control 群。NS；各 Control
群と比して有意差なし。 
 




の VLCAD、LCAD、SCAD、ACOX、PPARα の蛋白発現に変化は認めなかった。 
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